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Labortemperiereinrichtung zur Temperierung von Reaktionsproben 



Die Erfmdung betrifft eine Labortemperiereinrichtung der im Oberbegriff des 
Anspruch 1 genannten Art. 

Derartige Labortemperiereinrichtungen werden zur zyldischen Temperierung von 
Reaktionsproben auf imterschiedliche Temperaturen venvendet, wie sie zur 
Durchfuhrung einiger biochemischer Reaktionen erfcrderlich sind. Hauptanwen- 
dungsgebiet solcher Temperiereimichtungen ist die PGR (Polymerase Chain Re- 
action). Wenn die optimalen Temperaturen der jeweiligen Temperaturbereiche 
bekannt sind, muB nur im Massendurchsatz eine moglichst groBe Zahl von Pro- 
ben in einem Durchlauf mehrerer Zyklen verarbeitet werden. Unter "Durchlauf 
wird im Folgenden ein abgeschlossener Reaktionsdurchlauf verstanden, bei dem 
die Schrittfolge mehrfach wiederholt wurde. 

Die optimalen Temperaturen der einzelnen Temperaturbereiche mussen jedoch 
vorher ennittelt werden. 
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GattungsgemaBe Labortemperiereinrichtungen, wie sie z. B. aus US 6054263 und 
DE 196 46 115 Al bekannt sind, hringen daher in einem Schritt der zyklisch 
wiederholten Schrittfolge alle Proben auf unterschiedliche Temperaturen iimer- 
halb des zugeordneten Temperaturbereiches. Bei Auswertung des Reaktionser- 
gebnisses kann ermittelt werden, bei welcher der Proben fiir diesen Schritt ein 
optimales Ergebnis vorliegt. Das ist dann die optimale Temperatur fur diesen 
Schritt. 



Bei handelsiiblichen gattungsgemafien Labortemperiereinrichtungen sind die Pro- 
^ ben in einem flachigen Array zeilen- und spaltenweise angeordnet. Die Tempe- 
raturunterschiede werden als Gradient in einer Richtung uber das Array angelegt. 
Die Schrittfolge wird zyklisch wiederholt. Bei diesen sogenannten Gradientency- 
clem wird bei jeder zyklisch wiederholten Schrittfolge immer nur bei demselben 
Schritt mit unterschiedlichen Temperaturen gearbeitet. Es kann also in einem 
Dmchlauf nur die Temperatur fiir einen Schritt optimiert werden. Zur Optimie- 
rung der Temperaturen aller Schritte sind mehrere Durchlaufe erforderiich. Dies 
ist mit erheblichen Zeitaufwand und Verbrauch an teuren Proben verbunden. 

In der DE 196 46 115 Al ist vorgeschlagen, bei jeder Schrittfolge in zwei 
Schritten Gradienten in X- bzw. Y-Richtung anzulegen. Damit kdnnen in einem 
Durchlauf zwei Schritte optimiert werden. Besteht die Schrittfolge jedoch aus 
mehr Schritten, z. B. den ublichen drei Schritten des Standard PCR-Prozesses, so 
mussen die weiteren Schritte in gesonderten Durchlaufen optimiert werden. Au- 
fierdem ist zur Anlegung von Gradienten in unterschiedlichen Richtungen ein 
erhohter Gerateaufwand und auch Auswertaufwand erforderiich. 



Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, bei einer gattungsgema- 
fien Labortermperiereimichtung die Temperaturoptimierung aller Schritte zu ver- 
einfachen. 



Diese Aufgabe wird mit den Merkmalen des Anspruches 1 gelost. 

Erfindungsgemafi sind die in der Labortermperiereinrichtung vorgesehenen Pro- 
ben in jeweils einem der Schritte zugeordnete Teilmengen imterteilt. Bei jedem 
Schritt werden Temperaturunterschiede nur bei einer der Teilmengen angelegt, 
wahrend alle ubrigen Proben auf einer der Temperaturen des dem Schritt zuge- 
ordneten Temperaturbereiches liegen. Das Ganze wird zyklisch wiederholt. 
Greift man eine der Teilmengen heraus imd betrachtet diese bei den aufeinander- 
folgenden Schritten, so wird bei ihr mit Temperaturunterschieden nnr in dem sel- 
ben Schritt gearbeitet. Werden nach komplettem Durchlauf die Proben ausge- 
weitet, so kann man an jeder der Teilmengen bei Ausweitung des Resultates fur 
die unterschiedlichen Gruppen die optimale Temperatur fiir einen der Schritte 
ermittehi. Dieses Teilmenge bleibt von Temperaturunterschieden bei anderen 
Schritten unbeeinflufit. Es ergibt sich also eine sehr einfache und genaue Ermitt- 
lung der optimalen Temperatur fur jeden Schritt. Bei einem Durchlauf konnen 
alle Schritte hinsichtlich ihrer Temperatur optimiert werden. 

Die Proben konnen in beliebiger Weise zweidimensional oder dreidimensional 
Oder auch willkiirlich verteilt angeordnet sein. Die Gmppen- und Teilmengenzu- 
ordnung und -auswertung kann von einem Computer erledigt werden. Dabei er- 
gibt sich der Vorteil, dalJ bei beliebiger Anzahl von Schritten pro Schiittfolge 
durch Unterteilung in eine entsprechend groBe Zahl von Teilmengen stets in ei- 
nem Dmchlauf die Temperaturoptimieiimg fiir alle Schritte erfolgen kaim. 

Nach der Lehre der DE 196 46 1 15 Al ware in einer zweidimensionalen Anord- 
nung von Proben nur die gleichzeitige Optimierung zweier Schritte moglich. Bei 
einer dieidimensionalen Anordnung von Proben ergabe sich analog die Moglich- 
keit zur Optimierung dreier Schritte in einem Durchlauf. Mit der vorliegenden 



Erfindung wild die Zahl gleichzeitig optimierbarer Schritte unabhangig von der 
Dimensionszahl der Probenanordnung. 

Vorteilhaft sind zur Vereinfachung der Anordnung und Auswertung der Proben 
die Merkmale des Anspruches 2 vorgehen, wobei insbesondere weiter vereinfa- 
chend die Merkmale der Anspriiche 3 und 4 vorgesehen sind. Dabei sind vorteil- 
haft die Teilmengen in ubersichtlicher Weise gemaB Anspruch 5 angeordnet und 
es werden vorteilhaft Gradienten gemaU Anspruch 6 angelegt. Dies ergibt eine 
Anordnung, die im wesentlichen der des tiblichen Gradientencyclers entspricht, 
bei der jedoch erfindungsgemafi Flachenbereiche des Arrays bei jedem Schritt 
anders behandelt werden. Dies kann bei Verwendung des ublichen warmeleitfa- 
higen Temperierblockes, der die Proben aufiiimmt, z. B. durch entsprechende 
thermische Unterteilung an den Flachengrenzen ermoglicht werden. 

Eine weitere Vereinfachung der Konstruktion und auch der Ausweming ergibt 
sich durch die vorteilhaften Merkmale des Anspruches 7. 

In der Zeichnung ist die Erfmdung beispielsweise und schematisch dargestellt. Es 
zeigen: 

Fig. 1 Eine Labortemperiereinrichtung mit einer flachigen Anordnung von Pro- 
ben bei Durchfuhrung des ersten Schrittes einer dreischrittigen Schritt- 
folge. 

Fig. 2 die Anordnung der Fig. 1 bei einem zweiten Schritt und 



Fig. 3 die Anordnung der Fig. 1 bei einem dritten Schritt der Schrittfolge. 



Fig. 1 zeigt eine Labortemperiereinrichtung 1, die in einer flachigen, nach Zeilen 
und Spaiten geordneten Arrayanordnung Reaktionsproben 2 enthalt. Im darge- 
stellten Beispiel handelt es sich urn Proben, an denen ein dreischrittiger PCR- 
Prozefi durchgefiihrt werden soil. Dabei werden alle Proben des Arrays in dem 
ersten Schritt, dem Denaturierungsschiitt, auf Temperaturen im Temperaturbe- 
reich urn 90° gebracht. Im zweiten Schritt, der in Fig. 2 dargestellt ist, dem An- 
nealingschritt, werden alle Proben auf den Temperaturbereich urn 45° gebracht. 
Im dritten Schritt, der in Fig. 3 dargestellt ist, dem Elongationsschritt, werden aUe 
Proben auf einen Temperaturbereich um 65° gebracht. 

Die Proben des in Fig. 1 dargestellten Arrays sind in drei Teilmengen entspre- 
chend den dargestellten Flachenbereichen I, II, Ifl unterteilt und zwar in der dar- 
gestellten einfachen Weise mit den beiden dargestellten Bereichsgrenzen, die 
parallel zu den Spaiten des Arrays liegen. 

In dem in Fig. 1 dargestellten Denaturierungsschritt bringt die Labortemperierein- 
richtung 1 mit nicht dargestellten Temperiereinrichtungen die Flachenbereiche U 
und III auf die Mitteltemperatur von 90° des Temperaturbereiches. Im FlSchenbe- 
reich I wird ein Temperaturgradient in PfeiWchtung, also in Richtung der Spaiten 
an diesen Bereich angelegt und erzeugt in diesem Temperaturen im Bereich 85° 
bis 95°. 



In dem in Fig. 2 dargestellten zweiten Schritt, dem Annealingschritt, wird ein mit 
einem Pfeil dargestellter Gradient ebenfaUs parallel zu den Spaiten angelegt, je- 
doch im Flachenbereich U. Die Bereiche I und HI Uegen auf der Mitteltemperatur 
von 55° des zum Annealingschritt gehSrenden Temperaturbereiches. 

Bei dem in Fig. 3 dargestellten Elongationsschritt wird, wie dargestellt, ein Tem- 
peraturgradient im Bereich IE angelegt. Die beiden Bereiche I und U liegen wie- 



deiiam auf der Mitteltemperatur des zugehorigen Temperaturbereiches also auf 
65°. 

Die drei dargestellten Schritte werden als Schrittfolge zyklisch in einem Durch- 
lauf wiederholt. In einer Schrittfolge wandert der Gradient von Schritt zu Schritt 
durch die Bereiche I-III. 

Nach Ende des Durchlaufes werden die Reaktionsergebnisse in den Proben aus- 
gewertet. Aus den Proben im Bereich I kann ermittelt werden, welche Tempera- 
tur fiir den Denaturierungsschritt optimal ist. Entsprechend kann aus den Proben 
der Bereiche II und III die optimale Temperatur fur den Annealingschritt und den 
Elongationsschritt ermittelt werden. In einem Durchlauf kSnnen also alle drei 
Schritte hinsichtlich ihrer Temperatur optimiert werden. 

Wird ein Prozefi verwendet, der nur zwei Schritte benotigt, so waren beispiels- 
weise nui- zwei Bereiche, also z.B. die Bereiche I und II, erforderlich. Wird ein 
Prozefi mit fiinf Schritten verwendet, so ware das Array in fiinf Bereiche zu un- 
terteilen, die in der aus den Figuren 1-3 ersichtlichen Weise zu behandeln sind. 

Anders als im ausgefuhrten Ausfiihrungsbeispiel, mussen die Gradienten nicht 
unbedingt in Spaltenrichtung anliegen. Sie konnen auch in Zeilenrichtung anlie- 
gen. Konstruktiv einfacher ist jedoch die dargestellte Ausfuhrungsfonn, bei der 
die Gradienten paraUel zu den Bereichsgrenzen HI liegen, da die Gradienten von 
zwei Seiten der Arrayanordnung her (gemafi Fig. 1 von oben und von unten) fur 
alle drei Bereiche I-III erzeugbar sind. 

Ist die Labortemperiereinrichtung als ublicher warmeleitfahiger Block mit Vertie- 
fungen ausgebildet, in denen die Reaktionsproben 2 z. B. in Kunststoffgefafien 



angeordnet sind, so ware an den Bereichsgrenzen fiir eine saubere thermische 
Trennung zwischen den Bereichen in geeigneter Weise Sorge zu tragen. 

Werden die Reaktionsproben 2 mit nicht dargestellten Einrichtungen einzeln und 
unabhangig voneinander temperiert, so entfallen die Probleme an den Bereichs- 
grenzen. Es kann dann auch die Spalten- und Zeilenanordnung zugunsten einer 
beliebigen Anordnung der Reaktionsproben 2 in der Flache des Arrays aufgege- 
ben werden. Soil z. B. der Schritt gemafi Fig. 1 ausgefuhrt werden, so wird in 
einer beliebig aus den Proben 2 herausgegriffenen Teilmenge eine Anzahl von 
beliebig herausgegriffenen Gruppen gebildet und es werden diese Gruppen von 
Proben auf unterschiedliche Temperaturen gebracht, wahrend alle ubrigen Proben 
auf derselben Temperatur liegen. 

Die innerhalb einer Teihnenge auf unterschiedliche Temperaturen gebrachten 
Gruppen miissen jeweils wenigsten eine Probe enthalten. In einfachster Ausfuh- 
mng konnte die in Fig. 1 daigestellte Arrayanordnung pro Flachenbereich (I, II, 
III) nur jeweils eine mit Proben besetzte Spalte enthalten. Dadurch wird der Pro- 
benverbrauch bei dem Temperaturoptimierungsdurchlauf verringert. Sind, wie 
dargestellt, mehrere Spalten pro Bereich vorgesehen, so kann diese Labortempe- 
riereinrichtung spater auch fur die Massenverarbeitung groBer Probenzahlen ver- 
wendet werden, bei der die optimalen Temperaturen der einzebien Schritte be- 
reits bekannt sind und daher in jedem in der in Figuren 1-3 dargestellten Schritte 
alle Proben auf der zuvor ermittelten Optimaltemperatur des Schrittes liegen. 

Die vorerwahnten Ausfiihrungsformen weisen eine zweidimensionale Arra- 
yanodnung von Proben auf Die Proben konnen nach der Eifmdung auch dreidi- 
mensional, z. B. in einen rechtwinkligen Gitter geordnet oder auch unregelmaBig 
angeordnet sein. Die vorerwahnten Vorschriften gelten dann in analog auf Drei- 
dimensionen erweiterter Form. 



Patentanwalte 
Schaefer & Emmel 



Dipl. - Phys. Konrad Schaefer 
Dipl. - Biol. Dr. Thomas Emmel 



European Patent Attorrieys 



Tel:(0)-40-6562051 Fax.-6567919 



Geholzweg 20, D-22043 Hamburg 



Commerzbank 22 / 58226 Biz 200 40 000 
Postbank 225058 - 208 Biz 200 10 020 



12. Dezember 2000 
Uns. Zeichen: 02828 



Eppendorf AG 



Labortemperiereinrichtung zur Temperierung von Reaktionsproben 



PATENTANSPRUCHE 

1. Labortemperiereinrichtung (1) zur gemeinsamen Temperierung von Reak- 
tionsproben (2) in mindestens zwei Schritten (Fig. 1, 2, 3) in jeweils zuge- 
ordneten bestimmten Temperaturbereichen, welche als Schrittfolge wie- 
derholt nacheinander ausgefuhrt werden, w^obei die Labortemperierein- 
riclitung (1) in einem Schritt der Schrittfolge mehrere jeweils mindestens 
eine Probe enthaltende Gruppen (Zeilen) von Proben (2) auf innerhalb der 
Gruppen konstante und zwischen den Gruppen unterschiedliche Tempe- 
raturen innerhalb des Temperaturbereiches bringt, dadurch gekennzeich- 
net, dafi die Labortemperiereinrichtung (1) in jedem Schritt (Fig. 1, 2, 3) 
der Schrittfolge eine andere Teilmenge (I, II, III) der Proben (2) Gruppen- 
weise (zeilenweise) auf innerhalb der Gruppen gleiche und zwischen den 
Gruppen unterschiedliche Temperaturen und die Proben der anderen 
Teilmengen auf eine gleiche Temperatur innerhalb des zugeordneten Tem- 
peraturbereiches bringt. 



K-I-P:VIB4SUE\SUEA^JM\ALL01275.RTF 



Labortemperiereiniichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Proben (2) in einem flachigen Array in Zeilen und Spalten ange- 
ordnet sind. 

Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Zeilen und Spalten orthogonal zueinander angeordnet sind. 

Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi alle Proben einer Gruppe in einer Zeile oder in einer Spalte liegen. 

Laboitemperiereinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Teilmengen zusammenhangenden Flachenbereiche (I, II, III) das 
Arrays entsprechen. 

Labortemperiereinrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, 
dafi die Temperaturunterschiede als Temperaturgradient (Pfeil) parallel zu 
den Zeilen oder Spalten des Arrays ausgebildetet sind, 

Labortemperiereinrichtung nach den Anspriichen 3 und 4, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi die Grenzen der Flachenbereiche (I, II, III) parallel zur 
Richtung des Giadienten (Pfeil) liegen. 
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ZUSAMMENFASSUNG 

Eine Labortemperiereimichtung zur gemeinsamen Temperiening von Reaktions- 
proben in mindestens zwei Schritten in jeweils zugeordneten bestimmten Tempe- 
raturbereichen, welche als Schrittfolge wiederholt nacheinander ausgefuhit wer- 
den, wobei die Labortemperiereinrichtung in einem Schritt der Schrittfolge meh- 
rere jeweils mindestens eine Probe enthaltende Gruppen von Proben auf inner- 
halb der Gruppen konstante und zwischen den Gruppen unterschiedliche Tempe- 
raturen innerhalb des Temperaturbereiches bringt, ist dadurch gekennzeichnet, 
daB die Labortemperiereinrichtung in jedem Schritt der Schrittfolge eine andere 
Teilmenge der Proben Gruppenweise auf iimerhalb der Gruppen gleiche und zwi- 
schen den Gruppen unterschiedliche Temperaturen und die Proben der anderen 
Teilmengen auf eine gleiche Temperatur irmerhalb des zugeordneten Tempera- 
turbereiches bringt. 



K-I-P:\IB4SUE\SUEANM\ALL01275.RTF 



4 



Fig. 1 
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Fig. 2 
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Fig. 3 
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